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論 文 内 容 要 旨
1.序 論
黄色 ブ ドウ球菌は、 ヒ トの常在菌 と して知 られて いるが、ニキ ビ、 トビヒなどの
皮膚疾患や 日和見感染症の起因菌 として も知 られている。また家畜 においても乳牛の
乳房炎の主要な起因菌 と して、あるいは食中毒の原因菌 として畜産業、食 品産業に
甚大な被害を与え続 けている。本博士論文では、黄色ブ ドウ球菌感染を理解 して新規
治療法の開発 への糸口を見出すために、宿主の生体防御機構の破壊 を起 こして菌の
感染成立を促進する細胞崩壊毒素、特 に、二成分性の赤血球崩壊毒素 γヘモ リジン、
及び、白血球崩壊毒素ロイコシジンの作用機構 に関する研究をおこな った 。 γヘモ リ
ジンはHig1成 分 とHlg2成 分から成 り、ロイ:コシジンはLukF成 分とLukS成 分か ら
成る。両成分は独立 した水可溶性タ ンパ ク質 として菌体か ら分泌 される。今 日まで、
Hlg1成 分とLukF成 分は同一遺伝子産物である事実が明らかにされている。本博士
論文 においては、 γヘモ リジン並びにロイコシ ジンの血球崩壊作 用の分子的実体を
解析 し、毒素の二成分が赤血球膜上で分子集合 して リング状の膜孔複合体を形成 して
溶撫を起 こす機構を明かに した。さ らに、毒素が形成 する膜孔複 合体の微細 構造を
解析 して、毒素の二成分が交互 に配列 してヘテ ロヘプタマーを形成 することを明らか
にした。
ll.γ ヘ モ リジ ンの膜 孔(membranepore)形 成 と膜 孔 複 合 体 の 分 子 構 築
ll-1。γ ヘモ リジ ンの膜 孔形成 と膜孔 の内径測定
γヘモ リジ ンを ヒ ト赤血球 に作用 させ、位 相差 顕微 鏡で経 時 的 に観察 する と、赤血 、
球 は中央 が窪 んだ 円盤状 の 正常な形か ら、膨 潤 して球 状 にな り、そ の後 ヘモ グ ロ ビン
を放 出 して 赤 血球 ゴー ス トにな る過 程 が 観 察 され た(図1-A)。 ま た 、血 球 の膨 潤
速 度 とほ ぼ同 じ速度 で血球 内のカ リウム イオ ンが 流 出 し、そ の後 ヘモ グ ロ ビンの流 出
が起 き た(図1-B)。 これ らの結 果か らγヘモ リジ ンは赤 血 球 膜 にカ リウム イオ ンの
水 和 直 径 よ り も大 き く、 ヘ モ グ ロ ビ ンの 水 和 直 径 よ り も小 さ い 、親 水 性 の 膜 孔
(membranepore)を 形成 す る と推 定 された。 この 膜孔 の大 き さを測 定す るため に、
個々 の分子 直径 を持つ球状 の非電解 質物 質で ある ポ リエチ レング リコール を添加 した
条件 下 で 、 γヘ モ リジ ン によ る溶血 活 性 を測 定 した。 γヘ モ リジ ンが赤 血 球 膜 に
membraneporeを 形 成 し、 このporeの 内径 が 赤血 球 内のヘ モ グ ロ ビンの 分子 直径
よ りも小 さい場 合、ヘモグ ロ ビンは細胞 の外側 方向 へ33mOsmの 浸透圧 を与える。
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各種大 きさのポ リエ チ レング リコール をヘモグ ロ ビンの浸透圧 に拮抗する44mOsmの
浸透圧 を与え る濃 度 で赤血 球外液 に添加 した。ポ リエチ レング リコールの分子直 径 が
poreの 内径 よ り大 き い場 合 には 、ポ リエ チ レ ング リコー ル はporeを 通過 で きな い
た め 、 ヘモ グ ロ ビ ン に拮 抗 す る 浸 透 圧 を 与 え る こ とが で き 、 溶 血 は 起 こ らな い。
一 方、 ポ リエチ レング リコール の分子 直 径 がporeの 内径 よ り小 さい場 合 には、 ポ リ
エチ レング リコール はporeを 自由 に通 過で きるた め、 ヘモ グ ロ ビンに拮抗 する浸 透圧
を与 え る ことが で きな い。 その結 果 、赤 血球 内外 の浸 透 圧 平 衡 が 崩れ て溶 血 が 起 こ
る。平 均 分子量600以 下 の ポ リエチ レング リコール を添 加 した場 合 には、ポ リエ チ
レング リコール を 添 加 しな い コ ン トロー ル と ほ ぼ同様 の溶 血 曲線 が見 られ た。 分 子
、直径2』nmの ポ リエチ レング リコール1500を 添加 した場合 に活性 は ほぼ完全 に阻 害
され た が 、高濃 度 の毒 素 を 添加 した場 合 にわ ず か に活 性 が 検 出 され た。 分 子 直 径
2.4nmの ポ リエ チ レング リコール2000を 添 加 した場合 には高濃 度の毒素 を添 加 して
も活性 は完全 に阻 害 され た(図2)。 従 って 、 γヘ モ リジ ンは ヒ ト赤 血球 膜 上 に実効
内径2.1～2.4nmのmembraneporeを 形成 する と推定 した 。
ll-2.γ ヘモ リジ ンが形成 する膜 孔(membranepore)の 分 子 的実体 の解 明
lHの 実験で γヘモ リジンは赤 血球膜 にmembraneporeを 形成 する と推 定され た。
次 にmembraneporeの 分 子的実体 に迫 った。始 め に透過 型電子顕微鏡 による形態 学 的
解析 を行 った。 γヘモ リジ ンを作 用 させ た赤血球 膜 を リンタ ングステ ン酸 でnegative
染色 し、透過型 電子 顕微鏡 で観察 す る と、膜 上 に内径約3nm、 外 径約9nmの リング
状 構 造 体 が観 察 され た(図3-A)。rγ ヘ モ リジ ンを作 用 させ な い赤 血 球 膜 、 また は
毒素 の一 方の成 分 のみ を作 用 させた場 合 には、 このよ うな リング状構造 体は観察 され
な か っ た(図3-B)。 従 って 、 この リ ング 状 構 造 体 が膜 孔 の 本 体 で あ る こ と、 ま た
Hlg1、Hlg2の 二成 分か ら成 る と考 え られた。
次にmembraneporeの 分子 的実体 につ いて、生 化学的手法 を用 いて解析 した。 ヒ ト
赤血 球 に毒 素 を作 用 させ 、2%SDSで20℃ また は100℃ で可 溶 化 した。そ の 後 、
SDS-PAGEで 分 画 した後 にWesternblotting/lmmunostainingを 行 った。その結 果、
20℃ で可溶化 した場合 に、抗H厨 抗体及 び抗Hlg2抗 体 で特異 的 に染色 され る260～
300kDaの バ ン ドが検 出 され た 。 このバ ン ドは100℃ で可 溶化 する とHlg1とHlg2の
モ ノマーのバ ン ドに分 離 した。従 って 、 γヘモ リジンの二成 分 は赤血球膜 上で200～
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300kDaの 複合 体 を形成 する ことが 明か とな った。
この複 合 体 につ いて更 に詳 しく解 析 す る ため に、複 合 体 の 赤血 球膜 か らの 単離 を
試みた。 毒素 を作 用 させ た赤血球 膜 を2%SDSで20℃ で可溶化 し、シ ョ糖密度 勾配
遠 心法 で分 画 した 。 その結 果 、赤血 球膜 タ ンパ ク質 を含 まな い画分 中(図4-A:Fr.)
に、抗Hlg1抗 体 及 び抗Hlg2抗 体 で特 異 的 に染色 され る200～300kDaの バ ン ドが
検 出され た。 これ らの画分 を回収 し再度 シ ョ糖密度 勾配遠心法で分 画 し、SDS-PAGE
で解 析 す る と、195kDaの 大 き さに最 も濃 いバ ン ドが検 出された。 この画分 をSDS
存在 下で100℃ 、5分 間 の熱処 理 を行 うと、Hlg1、Hlg2の モ ノマー のバ ン ドに解離
した(図4-B)。2本 の モ ノマー のバ ン ドの濃 さをデ ンシ トメー ターで測 定、比較 す る
と、 ほぼ1:1で あ った(図4-C)。 この画分 を電子顕 微鏡で観察 する と、毒素 を作 用さ
せ た 赤血 球 膜 上 で 観 察 され た もの と同 様 の 内径約3nm、 外 径約9nmの リング状
構造体 が観察 された(図5-A)。 この画分 中の195kDaの バ ン ド、約300kDaの バ ン ド
約300kDa以 上 の大 き さの ブロー ドなバ ン ドをそれ ぞれ ア ク リル ア ミ ドゲル か ら抽 出
し、電子顕微鏡 で観 察 する と、195kDaの バ ン ドは シ ングル リング、約300kDaの バ
ン ドは2個 ～3個 の リング 、約300kDa以 上 の大 き さのバ ン ドは十数 個 の リングが
集 ま った 状 態 が 観 察 され た(図5-B)。 従 って 、1個 の リング 状 構 造 体 の 大 き さは
195kDaで あ る こ とが 明 らか とな った。 以 上の結 果 か ら、 γヘ モ リジ ンの二成 分 は
ヒ ト赤血球 膜 上で モル 比11,1で 集合 して 、大 き さが195kDaで 内径約3nm、 外 径
約9nmの リング状 膜 孔複合 体 を形成 し、 この リング状膜 孔複合 体が実効 内径2.1～
2.4nmのmembraneporeと して作動 し、溶血 を引き起 こす と推定 した。
次 に、1個 の リング を構成 す る正 確な モ ノマー分 子 の数 、 また1個 の リング状 構造体
に含 まれ る分子 種 の同定 、お よび リング内の分子配 列 について解析 した。
Il-3.γヘモ リジンが形成するリング状膜孔複合体の構造解析
(1)透 過型電子顕微鏡および画像解析装置による形態学的解析
リング状構造体 を形成するモノマー分子数の測定 は、透過型電子顕微鏡 を用 いて
形態学的に行 った。 ヒ ト赤血球膜か ら単離 した リング状の毒素複合体をリンタングス
テン酸でネガティブ染色 し、電子顕微鏡で観察 した。毒素複合体の高精細な電子顕微
鏡像をLeica社 製 の画像解析装置Q600で 解析 した結果、 リング状構造体は7個 の
モノマー分子か ら成 ることが明かとなった(図6)。
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(2)免 疫沈降法 によ る リング を構成 する分 子種の 同定
赤 血 球 膜か ら単 離 した リング状 構 造 体 に抗Hlg1抗 体 ま た は抗Hlg2抗 体 を作 用
させ、4℃ で一晩反応 させ た。生 じた沈澱 画分をSDS存 在下 で100℃ 、5分 間熱処 理
し、SDS-PAGEを 行 った。 その結果 、 いずれ の抗体 を使 用 した場合 で も、沈 降物 中 に
Hlg1とHlg2が モ ル 比1:1で 含 まれ て いた(図7)。 こ の結 果か ら、1個 の リング状
構 造体 中 にはHg1とHlg2の 両成分が含 まれて いる ことが 明 らか とな った。
(3)分 子架橋 による リング 内における分 子配列の決定
赤 血 球膜 か ら単 離 した リング状 構造 体 を グル タル ァル デ ヒ ドで 処 理 し、隣 接 す る
モ ノマ ー分子同士 を架橋 した。反応 液 をSDSで100℃ 、5分 間熱処 理 す るとダ イ マー
に相 当す る62kDa、64kDa、66kDaの 大 きさの3本 のバ ン ドが検 出 され た。 これ ら
のバ ン ドの うち、62kDaの バ ン ドは抗Hl92抗 体のみで 、66kDaの バ ン ドは抗Hl91
抗 体 のみ で 染色 され 、64kDaの バ ン ドは抗Hlg1抗 体 と抗Hlg2抗 体 で染 色 され た
(図8-A)。 各 バ ン ドのN末 シーケ ンス を行 った結 果、62kDaの バ ン ドはHlg2の
N末 端 と一致 し、66kDaの バ ン ドはHlg1のN末 端 と一 致 し、64kDaの バ ン ドは
Hlg1とHlg2のN末 端 が検 出され 、 二成 分 間の各 ア ミ ノ酸 のモル 比 は ほぼ1=1で
あった(図8-B)。 従 って66kDaの タ ンパ ク質 はHlg1の ダ イマ ー 幽62kDaの バ ン ドは
Hig2の ダイマー、 また64kDaの バ ン ドはHlg1とHlg2か ら成 る ダ イ マー と考 え られ
た。62kDa、64kDa、66kDaの バ ン ドの生成 比は ほぼ1:10:1で あ った(図8-C)。
この 比率 か ら、 リング 内で両成 分は主 に交互 に配置 され 、 部分 的 に同一成 分が 並ぶ と
推 測 された。
(4)電 子 顕微鏡 による リング 内における分子配列の可視化
リング 中での分子 配 列の 形式を電子 顕微鏡で 直接観察 す る ことを試 みた。Hlg1成 分
の3次 構造 か らN末 端 は膜 か ら突 き 出た部分 にあ り、 か っ リングの 中心 か ら外 側 を
向 い て いる と予 測 され た 。 従 って 、N末 端 に グ ル タチ オ ンSト ラ ンス フ ェ ラー ゼ
(glutathioneS-transferase,GST)を 融合 させたHlg1は 電子 顕微 鏡 で識別 可 能 と
考 え られ た。GST融 合Hlg1とwildtypeHlg2か ら形成 され る リング状 構造体 を赤血
球 膜 か ら単離 して電子 顕微鏡で観察 した結果、直径約3nmのHlg1分 子 にGST分 子が
結 合 して いる様子 が 観 察 され た。二 成分 が3:4ま たは4:3の 割 合 で 交互 に並 ん で
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いるモ デルを考えた場合 に、電 子顕微鏡写真 のGST融 合Hlg1の 位置 とモデ ル上 での
位置 が一致 した(図9)。
この結果 と1ト(3)の 結果 か ら、 γヘモ リジ ンが形成す る リング状構造 体 は 各成 分が
4=3ま た は3=4の 割合 で交 互 にな らんで集合 したヘテ ロヘ プタマー構造 を とるこ とが
明 らか とな った。
ll-4.γ ヘモリジンが形成するリング状構造体のクラスター化と溶血反応
γヘモ リジンが形成する リング状構造体は赤血球膜上で数個～数十個集まってクラ
スター化する傾 向が見 られた。 このクラスターの周囲の膜 は大き く破壊 されていた
(図10)。 この観察か らクラスター形成により周囲の膜が破壊 され、溶血が促進 される
のではな いかと推 定 した。そ こで、、クラスター形成 と溶血活性 との関わ りにつ いて
検討 した。 ヒト赤血球 にγヘモ リジンを作用 させた後、赤血球を遠心洗浄 し、一定量
の毒素が結合 した赤血球を集めた。反応温度を37℃ にシフ トアップさせ、溶血活性 と
リング形成な らびにクラスター形成を経 時的に測定 した。 リング形成 とクラスター「
形成は電子顕微鏡下で直接観察、計測 し、溶血活性は位相差顕微鏡で膨潤か ら溶血 に
至る状態 を直接観察 した。その結果、毒素を作用させた赤血球膜上 には リングが形成
され るが 、始めは単独で存在 する。 この リング形成 に伴 い、赤血球細胞 の膨潤が
起 こった。その後 単独で存在 する リングの割合は減少 し、替 わ って リングの クラ
スター化が進んだ。 この リングのクラスター化 に伴 い、溶血反応が促進 され ることが
明らかとなった(図11)。
lll.ロ イ ⊇シ ジ ンの 膜 孔(membranepore)形 成
lll-1.ロ イ:コシジンが ウサギ赤血球膜 に形成す る膜孔の内径測定
ブ ドウ球菌 の ロイ コシジ ンは 白血 球 に作用 して、細胞 内のイオ ンの流 出、及 び細胞
の 膨 潤 を 引 き起 こす こ とが既 に明 らか にされ て いた 。・この ことか らロイ コシ ジ ンは
白血球 の細胞膜 にmembraneporeを 形成 し、白血球崩壊 の引き金 を引 くと考 え られて
いたが、 そのporeの 大き さ、及 び分子 的実体は不明のま まで あ った。そ こで、 ロイ コ
シ ジ ンが ヒ ト赤血 球 には作 用 しな いけれ ど もウサギ赤 血 球 には作 用 す る性 質 を利 用
して、 ロイ コシジ ンが形成 す るmembraneporeの 大 きさを測定 した。 γヘモ リジンと
同様 に各 種大き さのポ リエチ レング リコール存在 下で、 ロイ コシ ジンの ウサ ギ赤 血球
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に対する溶血活性を測定 した。 その結 果 、分 子直 径1,9nmの ポ リエチ レング リコール
1000を 添加 した場 合 に、 活性 が1/2程 度 に阻 害 され 、 分子 直径2.1nmの ポ リエ チ
レング リコール1500を 添加 した場合 には活性 は完全 に阻害 された(図12)。 従 って、
ロイ コシジ ンはウサギ 赤血球 膜 に実効 内径1.9～2.1・nmのmembraneporeを 形成 する
と推定 した。
川一2.ロ イ コシ ジ ンが ヒ ト白血 球 及 び ウサ ギ 赤 血 球 に形成 す る 膜孔 の 分 子 的 実 体
ウサギ赤 血球、並 び に ヒ ト白血 球 に ロイ コシ ジ ンを作 用 させた後 に、細 胞膜 を分離
して リ ンタ ングス テ ン酸 で ネ ガ ティ ブ染 色 した 。 この膜 標 品を 透過 型 電子 顕 微 鏡 で
観察 する と、 いずれ の細胞 膜上 に も内径 約3nm、 外径 約9nmの リング状 構 造 体が
観察 され た(図13-A,B)。 ウサギ赤 血球 膜か ら リング状 構造 体を単離 し、SDS-PAGE
で解析す る と、140kDa、195kDa、300kDa以 上 の高分 子バ ン ドが検 出 され 、 これ ら
のバ ン ドはSDS存 在 下、100℃ 、5分 間 の熱処 理 によ りLukF、LukSの モ ノマーのバ ン
ドに解離 し、両者 のモル比は1:1で あ った(図14-A,B)。 この画分中 には 内径3nm、
外径9nmの リン グ状 構造 体 が観察 され た(図14-C)。 各 バ ン ドをゲ ルか ら抽 出 して
電子顕 微 鏡 で観 察 した と ころ 、195kDaの バ ン ドには 単 独 で存 在 す る リ ング が 、
300kDa以 上のバ ン ドには2～ 数 個 の リング の集 ま っ た も の が観察 され た。 ま た
140kDaの バ ン ドには リング は観 察 され なか った。 従 って、 ロイ コシ ジ ンが形成 す る
リング状 構 造体1個 の大 き さは195kDaで あ る こ とが明 か とな った。 これ ら3本 の
バ ン ドを熱 処理す る とLukF、LukSの モ ノマー のバ ン ドがモ ル比1:1で 検 出 され る
ことか ら、140kDaの バ ン ドは各成 分 をモル比111で 含 む リングの分解 物、 ある いは
中間体 と考 え られる。 また同様 に して 白血 球 の細 胞膜 か らも、 内径3nm、 外径9nm
の リング状 構造体 が単離 され た(図15)。 最近 、成 谷 らによ り、 ロイ コシジ ンの 白血球
崩壊 活性 にはLukS成 分 の リン酸 化 が 必要 で あ る ことが 明 らか に され た 。 従 って 、
ロイ コシ ジンの:二成 分 は ウサギ 赤血 球 膜 、及 び ヒ ト白血球 の細 胞膜 上で 内径3nm、
外径9nmの リング状構造体 を形成 し、 この リング状 構造体 が親水性の膜 孔 と して作用
して細 胞の膨潤を引き起 こ し、 ウサ ギ赤血球 の溶血 、また ヒ ト白血球の場合 にはLukS
成分の リン酸化を経 て溶 血を引 き起 こす考 え られ る。
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lV.結 論
本博士論文 によ り以下 の ことが明 らか とな った。
〔1}黄色 ブ ドウ球菌 γヘモ リジ ンの二成分 、Hlg1(=LukF)及 びHlg2は ヒ ト及び ウサギ
赤血球膜上で 内径3nm、 外 径9nmの リング状 の毒素複合体を形成 する。
{2)γ ヘモ リジ ンの リング状 毒 素複合 体 は、各 成分 が3:4ま たは413の 割合で 交互
に並んで集合 したヘテ ロヘ プタマー構造 を とる。
{3)γ ヘモ リジ ンの リング状 ヘテ ロヘプ タマー 毒素 複合体 は 、実効 内径2.1～2.4nm
の膜孔(membrabnepore)と して作 動 して、赤 血球の膨潤 及び 溶血 を引き起 こ し、
更 にクラスタ ー化 して溶血 を促進 する。
(4)ロ イ コシジンの二成分 、LukF及 びLukSは ヒ ト白血球 及 び ウサ ギ赤血球膜 上で
内径3nm、 外径9nmの リング状の毒素複合 体 を形成 する。 この リング状複合体 は
実効 内径1.9～2.1nmの 膜 孔 と して作動 して 、 ウサ ギ赤 血球 の溶 血 、及 び ヒ ト














































































































































マ騰灘滋 ・ 苓灘 認
嚢灘懸
図3γ ヘモ リジ ンを作 用 させ た赤血 球膜の透過 型電子顕微鏡写真
A.Hlg1及 びHlg2を 作用 させた場合B.毒 素を作用 させていな い場合



























図4γ ヘ モ リジンを作 用 させ た赤血球膜 か ら リング状構造体の単離
へ 各 シ ョ糖画分の免疫 染色 による解析
(Frl:複 合 体画分 ・Fr・1置:膜 タンパ ク質、及 び毒素モ ノマー画分)
B.単 離 した複合 体画分 のSDS-PAGEに よる解析




































図5A.単 離 した リング状構造体の電子顕微鏡写真
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図7免 疫沈降法 によ る リング状構造体構成成 分 の同定.
A.SDS-PAGE/CBBstainの 結 果Lane1:赤 血球膜か ら単離 した γヘモ リジン複合 体
Lane2:γ ヘ モ リジン複合 体を100℃ 、5分 間熱処理 した もの
Lane3:γ ヘモ リジン複 合体+抗Hlg1抗 体 、沈澱 を100℃ 、5分 間熱処理 した もの
Lane4:γ ヘモ リジン複合体+抗Hlg2抗 体 、沈澱 を100℃ 、5分 間熱処理 した もの
B.Lane3の デ ンシ トメ トリー(数 値 は面 積比)


























































































図8グ ルタル アルデ ヒ ドによる リング状構 造体 中の隣接 す るモ ノマー分子間架 橋
A.Lane1:抗Hlg1抗 体 による免疫 染色Lane2:抗Hlg2抗 体による免疫染色
Lane3:CBB染 色
B.62kDa、64kDa、66kDaの バ ン ドのN末 端 ア ミノ酸 配列
(ア ミノ酸 配列の上下 に示 した数値 はモル比)
C.A-Lane3の デ ンシ トメ トリー(数 値 は面積比)
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図9電 子顕微鏡 による リング内における分子 配列 の可視 化
Hlg1-GST及 びwildtypeHlg2が 形成 す る リング状 構造 体 を ヒ ト赤血球膜か ら
単離 して電子 顕微鏡観察 した(矢 印で示 した箇所がHlg1-GS'「)。
各写真下の図は各 リングの模式 図。黒丸 がHlg1-GST。 リング 内で両成分が
交互 に並ぶ場 合 に、写真矢印 と模式図黒丸 の位置が 一致 する。
一282一
A B
図10A.γ ヘモ リジ ンを作 用 させ た赤 血球膜 上で観察 され た リング状 構造体 の
クラスタ ー(矢 印)


























































































































































各種 ポ リエチ レング リコール存在下 での ロイ コシジンによ るウサギ赤血球 に
対す る溶血活性 の測 定
PEG1000存 在下で はわ ずかに活性 が検 出され たが 、PEG1500存 在下
で は活性 が 完全 に阻害 された 。
A B
図13ロ イ コシ ジンを作用 させ た標 的細胞膜 の透過型電子顕微 鏡写真
A.ウ サ ギ赤血球 膜B.ヒ ト多形核 白血球細 胞膜
A、Bい ず れ において も内径約3nm・ 外径約9nmの ソ ング状構造体












図14ロ イコシジ ンを作 用させ たウサ ギ赤血球 膜か らリング状 構造体の単離
A.SDS-PへGEに よる解 析
B.A-Lane2の デ ンシ トメーター 〈数値 は面積比)
C.単 離 した リング状 構造体の電子顕微鏡写真
図15ロ イコシジンを作用させた ヒ ト多形核白血球か ら単離 した リング状構造体
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論 文 審 査 結 果 要 旨
病原細菌の細胞崩壊毒素の多 くは細胞膜に穴を開けて細胞崩壊を誘導する膜孔形成毒素である。膜孔
形成毒素は,水 溶性タンパク質として分泌されるが,標 的細胞に結合すると大きく分子構造を変化 して




L曲:FとLukSか らなり,LukFを 共通成分 とする二成分毒素であることを明らかにしてきた。このような
背景から本研究者は,上 記毒素の標的細胞 における分子的実体並びに血球崩壊機構 を明らかにした。
本審査論文において本研究者は,以 下の事実を明らかにした。(1)ガ ンマヘモリジン並びにロイコシジ
ンが膜孔(membranepore)形 成毒素であること,(2)種 々の大 きさのポリエチレングリコール存在下
での膜孔の実効内径の測定結果,本 毒素は赤血球膜に内径2.1-2.4nmの 膜孔 を形成すること,(3)赤 血球
膜から膜孔を分離 して電子顕微鏡及び生化学的手法を用いて解析 した結果,膜 孔は外径9nm,内 径
3nmの リング状構造体であり,LlukFとHlg2を モル比1:1で 含有 していること,(4)免 疫沈降実験の結
果から,膜 孔複合体は両成分を含有するヘテロオリゴマーであること,(5)高 精細のネガティブ染色電子
顕微鏡像から,膜 孔複合体は7個 のモノマー分子から構成 されていること,(6)グ ルタルアルデヒ ドに
より隣i接するモノマー分子間を部分架橋 した後SDS存 在下で100℃5分 間の熱処理 を行い,生 成 したダ
イマー画分の組成を分析 した結果,ダ イマーの大部分はL,ukF-Hlg2か ら成 り,LukF-LukF及 びHlg2-
Hlg2が 部分的に存在すること,(7)毒 素超チ ャネルは2成 分が交互に配置 しているヘテロヘプタマー構
造をとり,そ の中の成分比は3:4ま たは4:3で あること,(8)さ らにヘテロヘプタマー毒素複合体は
赤血球膜上でクラスター化 し溶血を促進するが,本 複合体形成並びにクラスター化は10℃ 以下では起き
にくいこと,等 を明らかに した。 さらに本研究者は,ロ イコシジンの形成する膜孔の分子的実体の解明
を目指 した。その結果,ロ イコシジンの2成 分LlukFお よびLukSが,ヒ ト白血球及びウサギ赤血球膜上
で内径3nm,外 径9nmの リング状の毒素複合体を形成すること,そ して,本 リング状毒素複合体は,
実行内径1。9-2.1nmの 膜孔 として作動することを明 らかにした。
以上のように本研究は,黄 色ブ ドウ球菌のガンマヘモリジン並びにロイコシジンの2成 分が標的細胞
膜上で集合 してリング状構造の7量 体から成るヘテロヘプタマーを形成 し,こ の毒素複合体が内径約
2nmの 膜孔 として作動 して標的細胞の崩壊を引き起こす超チャネルの本体である事実を明らかにしたも
のであ り,審 査員一同は本研究者に博士(農 学)の 学位を授与するに値するものと認定 した。
、
,
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